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な研 究 か ら明確 にな り,骨 細胞 の機 能 が注 目され
てい る。 しか し,骨 細胞 の培養法 につ いての報告
はい くつ か あるが,骨 細胞 と しての機能 を検 索 し
てい る報 告 はほとん ど見 られ ないのが現状 で ある。
この よ うな背景 か ら本研 究 は,骨 再生療法 の発展
に寄 与 すべ く,骨 細胞 の機 能 を分析 す るた めに,
骨組織 か ら骨細胞 を分離培養 す る方法 を確 立す る
こ とを目的 とした。
【材料 と方法】動 物 は2日 齢 の新生sDラ ッ トを
使 用 し,頭 蓋骨 を摘 出 し,骨 細 胞 を分離 した。骨
細 胞 の 分離 法 は コ ラゲナ ーゼの 酵素 液 とEDTA
の脱灰液 を交互 に処 理す る方 法 を用 いた。対照 実
験 の ために,ラ ッ ト骨肉腫 か ら分離 され た骨芽細
胞 株 で あるROS細 胞 を使 用 した。細 胞 の培養 法
は,10%牛 血清 を含 ん だ α一MEMを 用 い て5%
CO2環境 の下,7日 間の培養 を行 っ た。 培養後 の
骨 細 胞 のphenotypeの検 索 に はAlikaline
phosphatase(ALP)染色,抗sclerostin抗体,抗
DMP-1抗体 を用 い た免疫 組織 化 学 的染 色,　real
time　PCRを 用 い たALP,　Sclerostin,　ypeI
collagen,　DMP-1,0steocalcin,　Osteopontin,
PTH/PTHrp　receptorのmRNA発現 を調 べ,骨
芽細 胞 と比較検 討 した。
【結果 と考 察】培 養7日 目の細 胞 のALP染 色で
は,細 胞 の 集団 の中 に細胞 突起 を有 したALP陰
性 の細 胞 が認 め られ た。 これ ら細 胞 には免疫組織
化学的染色法 によ り,骨 細胞 の特 異 的マー カーで
あ るsclerostin,　DMP-1の局 在 が 認 め られ た。
Real　time　PCRの 結果 で は,骨 芽細 胞 の代 表 的
な 遺 伝 子 発 現 と して 知 ら れ るALPとType　I
collagen　mRNAの 発 現 につ い て は,骨 芽 細 胞 の
発現 に比 較 して骨 細 胞様 細 胞 で の 発現 は約1/10
だ っ た。 一 方,骨 細 胞 に 特 有 に 発 現 す る
sclerostinとDMP-1のmRNA発現 で は 骨 芽 細
胞 の 発現 に比 較 して骨細 胞 様細 胞 で の 発現 は約
10倍 だ っ た。Osteocalcin,　ostopontin,　PTH/
PTHrP　receptorのmRNA発現 は骨 芽 細 胞 お よ
び骨 細胞様細胞 の両者で 同様 に認 め られ た。
　 以上の結果 か ら骨 組織 か ら分離 した細胞 は,骨
細 胞特有 の細胞突起 を有す る形態 を示 し,骨 細 胞
特有の遺伝子 発現 を示 した。
　【結　論】本 実験 で確立 した細胞 分離方法 は,骨
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